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Fluorescenca je pojav, ko neka snov absorbira svetlobo pri krajši valovni dolžini z 
višjo energijo in nato emitira svetlobo pri daljši valovni dolžini z manj energije. Snovem, ki 
fluorescirajo pravimo fluorofori, in kadar govorimo o organskih fluoroforih, je za le-te 
značilno, da imajo v svoji strukturi več konjugiranih dvojnih vezi in/ali aromatske strukture. 
Sintezni fluorofori imajo številne aplikacije in so vgrajeni v številne proizvode, zelo veliko 
pa se jih uporablja v znanosti. Zaradi razširjene uporabe pa se vseskozi razvijajo novi 
fluorofori. Tekom magistrske naloge je Andraž Bevk izoliral fluorofor, za katerega se je 
izkazalo, da sodi med cianine oz. polimetinske fluorofore, a gre za povsem nov skelet, kakor 
tudi novo sintezno pot. 
V naši magistrski nalogi smo raziskovali reakcijski mehanizem in reakcijske pogoje, 
pri katerih nastane opisan fluorofor. V prvem delu naloge smo sintetizirali fluorofore, 
strukturne analoge opisanega fluorofora, kjer smo poskušali različne reaktante in pogoje za 
nastanek želenega barvila. Iz poskusov sintez smo ugotovili, da je za nastanek fluorofora 
nujno potreben heteroaromat, ki vsebuje v svoji strukturi dušik piridinskega tipa. Kot donor 
metinske skupine je potreben dimetilformamid (DMF), ki služi tudi kot topilo. Da nastane 
želeni produkt, so potrebni kisli pogoji, ki smo jih dosegli s 4,0 M HBr v ocetni kislini 
(AcOH) ali 2,0 M HCl. Prav tako je za potek reakcije potrebna povišana temperatura, najbolj 
optimalna se je izkazala temperatura pri 60 °C, višje temperature pa niso pokazale bistveno 
boljšega izkoristka reakcije. 
V drugem delu magistrske naloge smo določali vpliv različnih reakcijskih pogojev 
na izkoristek reakcije s tekočinsko kromatografijo ultra visoke ločljivosti (UHPLC). Pri 
izvedbi analiz smo uporabili spojine 2, 4, 5 in 7. Najprej smo morali pripraviti raztopine za 
analizo s sistemom UHPLC, s čimer smo imeli kar nekaj težav, saj so izolirane spojine zelo 
netopne. Nato smo za vsako spojino razvili kromatografsko metodo. Sledile so analize, kjer 
smo preverjali vpliv različnih temperatur in kislin na izkoristek reakcije. Ugotovili smo, da 
dobimo najboljše izkoristke pri temperaturi 60 °C in s kislinama 4,0 M HBr v AcOH in 2,0 
M HCl. Vsem izoliranim spojinam smo na koncu pomerili še absorpcijski in emisijski 
spekter, kjer smo ugotovili, da naše spojine emitirajo v območju zelene barve. 




Fluorescence is an optical phenomenon when the substance absorbs light at a shorter 
wavelength with higher energy and then emits it at a longer wavelength with less energy. 
Fluorophores are components that play the central role in fluorescence. The main 
characteristic of organic fluorophores is that in their structure there are several conjugated 
double bonds and/or an aromatic structure. Synthetic fluorophores have many applications 
in different fields, and many are also used in science. Due to their widespread use, new 
fluorophores are developing all the time. During the master’s thesis, Andraž Bevk isolated a 
new fluorophore that belongs into the cyanine / polymethine group, but with a completely 
new skeleton through a novel synthesis path. 
In our master’s thesis we researched the reaction mechanism and conditions in which 
the above mentioned fluorophore is formed. In the first part we synthetized fluorophores that 
are structural analogues of the mentioned fluorophore, where we tried different reactants and 
conditions for the formation of the desired dye. From our experiments it has been found that 
for the formation of fluorophores, a heteroaromatic ring containing a pyridine-type nitrogen 
is essential. As a donor of the methine group, dimethylformamide (DMF) is needed, and it 
is also used as a solvent. To obtain the desired product, acidic conditions are required which 
was achieved with 4,0 M HBr in acetic acid (AcOH) or 2,0 M HCl. Also, a higher 
temperature is required for the desired reaction, we found that 60 ° C is the optimum, since 
higher temperatures did not show a significantly better reaction efficiency. 
In the second part of the master's thesis, the effect of different reaction conditions on 
the yield of the reaction was determined with ultra-high performance liquid chromatography 
(UHPLC). In the analysis, compounds 2, 4, 5, and 7 were used. First, we had to prepare 
solutions for the analysis with the UHPLC system, which proved quite difficult, since the 
isolated compounds were very insoluble. Then, for each compound, a chromatographic 
method was developed. The analysis followed, where we examined the effect of different 
temperatures and acids on the yield of the reaction. We found that the best yields were 




Finally, all the absorption and emission spectrums of isolated compounds were measured 
and we established that our compounds emit light in the green color part of the visible 
spectrum. 










Et3N trietanol amin 
Hex heksan 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
Konc. koncentracija 
LC tekočinska kromatografija 
MF mobilna faza 
Mr molekulska masa 
OR osnovna raztopina 
PMB polimetinska barvila 
Rf retencijski faktor 
RZ reakcijska zmes 
ST sobna temperatura 
TFA trifluorocetna kislina 
TLC tankoplastna tekočinska kromatografija 
UHPLC tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti 
UV-VIS ultravijolično in vidno območje 
ε molarni ekstinkcijski koeficient 







S fluorescenco opisujemo pojav, ko neka snov absorbira svetlobno energijo pri krajši 
valovni dolžini z višjo energijo in nato emitira svetlobo pri daljši valovni dolžini z manj 
energije. Čas med absorpcijo in emisijo je ponavadi zelo kratek, nekje med 10-9 in 10-8 
sekund (1). Fluorescenco izrabljajo številne tehnike, ki se jih uporablja v biotehnologiji, 
pretočni citometriji, medicinski diagnostiki, forenziki … Pomembna prednost fluorescence 
je zelo visoka občutljivost detekcije, saj lahko načeloma zaznamo že en fluorofor in velik 
dinamičen razpon (2). 
JABLONSKI DIAGRAM 
 
Povezava med absorpcijo in emisijo svetlobe je ponavadi prikazana v Jablonskem 
diagramu. Značilen Jablonski diagram je prikazan na Sliki 1. 
 
Slika 1: Jablonski diagram; prirejeno po (2). 
Singleti v osnovnem, prvem in drugem elektronskem stanju so označeni z S0, S1 in 
S2. V kateremkoli od teh elektronskih stanj so lahko fluorofori v številnih vibracijskih 
nivojih označenih z 0, 1, 2 itd. Prvi proces, ki se zgodi, je absorpcija fotona in pomik 
elektrona iz osnovnega S0 stanja v enega izmed vibracijskih nivojev vzbujenega stanja S1 
(ali S2, S3, …). Ta proces je zelo hiter, saj se zgodi v približno 10-15 s (2). V katero vzbujeno 
stanje se bo elektron pomaknil, je odvisno od valovne dolžine oz. energije, ki jo nosi foton. 
Po vzbujanju v višje vzbujeno singletno stanje se molekula sprosti skozi interni prehod v 
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najnižji vibracijski nivo prvega vzbujenega stanja S1, kar se zgodi v 10-11 – 10-14 s (1, 3). 
Sledi prehod iz najnižjega nivoja vzbujenega stanja S1 v različne vibracijske nivoje 
osnovnega stanja S0, pri čemer snov emitira foton. Ta zadnji proces pri fluorescenci poteče 
običajno v nekaj ns (3). 
Druga možnost je prehod elektrona iz singletnega stanja S1 v tripletno stanje T1, kar 
imenujemo medsistemski prehod. Slednji je prepovedan prehod, zato traja bistveno dlje, da 
snov preide iz T1 v S0, kot je to značilno za fluorescenco (1). Emisijo iz T1 imenujemo 
fosforescenca (2). 
Obstaja še možnost relaksacije brez emisije fotona, tako da se energija sprosti preko 
trka v druge molekule (3). 
STOKESOV PREMIK 
 
Razliko med vzbujeno in izsevano valovno dolžino imenujemo Stokesov premik, ki 
je grafično prikazan na Sliki 2 (4). V praksi je to razlika med maksimumom absorbirane in 
maksimumom izsevane fluorescenčne svetlobe (5, 6). Premik je značilen za posamezen 
fluorofor in odvisen od lastnosti okolja ter je lahko v območju od nekaj par in do več sto 
nanometrov. Barvila z visokim Stokesovim premikom se pogosteje uporabljajo v 
fluorescentni mikroskopiji, ker je lažje odfiltrirati sipano svetlobo, s katero vzbujamo od 
fluorescence, če se valovna dolžina slednje zelo razlikuje od valovne dolžine, s katero 
vzbujamo (5).  
 
Slika 2: Stokesov premik med spektroma absorbirane in izsevane fluorescenčne svetlobe; 





Tipičen primer spektra je prikazan na Sliki 3. Emisijski spekter je zelo odvisen od 
narave fluorofora in topila, v katerem je raztopljen (2). Zaradi velikega števila vibracijskih 
nivojev, organski fluorofori absorbirajo in emitirajo pri več valovnih dolžinah, spektri pa so 
zvezni. Tipično je še, da sta si absorpcijski in emisijski spekter zrcalni sliki, saj so si 
vibracijski nivoji v vzbujenem in osnovnem stanju zelo podobni, ker se med absorpcijo ne 
spremeni geometrija atomov v fluoroforu (7). 
 
Slika 3: Primer spektra; prirejeno po (2). 
FLUOROFOR 
 
Fluorofor ali fluorokrom ima osrednjo vlogo pri fluorescenčni spektroskopiji in 
fluorescentnem slikanju (3). Mednje štejemo snovi, ki po absorpciji elektromagnetnega 
valovanja emitirajo elektromagnetno valovanje, navadno z višjo valovno dolžino. Zato med 
fluorofore, poleg majhnih organskih molekul, štejemo tudi fluorescentne proteine in kvantne 
pike, ki so pravzaprav nanokristali (8). Tipični organski fluorofori imajo v svoji strukturi več 





Kvantni izkoristek (Φ) nam pove, s kakšno verjetnostjo molekula emitira foton na 
vsak absorbiran foton (4). Z drugimi besedami nam poda verjetnost, da poteče relaksacija 
vzbujenega stanja z drugim mehanizmom brez emisije fotona. Kvantni izkoristek 
izračunamo po enačbi 1 (8): 
  
Enačba 1: Izračun kvantnega izkoristka. 
Vrednosti kvantnega izkoristka se gibljejo med 0 in 1. Vrednost 0 pomeni, da 
molekula ne fluorescira, medtem ko vrednost 1 pomeni, da vsak absorbiran foton emitira 
foton z višjo valovno dolžino. Večji izkoristek pomeni, da fluorofor bolj sveti in da je 
intenziteta fluorescentnega signala močnejša (9). 
MOLARNI EKSTINKCIJSKI KOEFICIENT 
 
Molarni ekstinkcijski koeficient (ε) pove, koliko svetlobe lahko fluorescenčna 
molekula absorbira pri določeni valovni dolžini vzbujene svetlobe (1). Višja je vrednost, 
večja je verjetnost, da bo prišlo do elektronskega premika. Iz Beer-Lambertovega zakona 
lahko izrazimo molarni ekstinkcijski koeficient, enačba 2 (10): 
 
Enačba 2: Molarni ekstinkcijski koeficient. 
Koeficient je odvisen od absorbance, koncentracije raztopine in dolžine poti, skozi 
katero potuje svetloba čez raztopino. Dolžina poti je običajno 1 cm, koncentracija raztopine 
pa 1 mol/L. Enota molarnega ekstinkcijskega koeficienta je M-1 cm-1 (10). Vrednost ε je 
odvisna od valovne dolžine absorbiranega fotona (11). Ponavadi imajo organski fluorofori 
vrednosti ε v območju 105 M-1 cm-1 in več (3). V splošnem si želimo fluorofore z visokim ε 





Enačba 3: Povezava med kvantnim izkoristkom in molarnim ekstinkcijskim koeficientom. 
FOTOBLEDENJE 
 
Fluorofor lahko v teoriji trajno ponovljivo prestaja proces fluorescence. To pomeni, 
da lahko načeloma en fluorofor tvori signal večkrat (12). Dejansko stanje pa je drugačno. 
Strukturna nestabilnost fluorofora v vzbujenem stanju omogoča občutljivost na razgradnjo. 
Visoka intenziteta osvetlitve lahko povzroči, da fluorofor spremeni svojo strukturo, tako da 
ne more več fluorescirati, kar imenujemo fotobledenje. V vzbujenem stanju je namreč 
fluorofor bolj reaktiven in lahko reagira z molekulami v okolici. Poleg tega nekateri 
fluorofori pretvarjajo tripletni kisik v bolj reaktivnega singletnega, ki lahko nato reagira s 
fluoroforom. K temu so podvrženi predvsem fluorofori, pri katerih je pogostejše tripletno 
stanje T1, saj lahko relaksacija iz tega stanja poteče s pretvorbo singletnega v tripletni kisik. 
V večini primerov, ko je fluorofor izpostavljen, foto bledi, kar ni reverzibilno. Povprečno 
število ciklov vzbujanja in emisije, ki se pojavijo za določen fluorofor pred fotobledenjem, 
je odvisno od molekularne strukture in lokalnega okolja. Nekateri fluorofori zbledijo kmalu 
po oddaji le nekaj fotonov, medtem ko lahko drugi, ki so bolj robustni, pred bledenjem 





Slika 4: Fotobledenje. Izpostavitev fluorofora v celicah s svetlobo pri 488 ali 594 nm, po A: 
0-, B: 5- in C: 15-sekundni izpostavljenosti; prirejeno po (12). 
ORGANSKA BARVILA 
 
Klasifikacija organskih barvil še ni povsem določena. Po prvi, širši klasifikaciji, jih 
delimo v tri skupine: aromatska, polienska, kjer je sodo število ogljikov v konjugaciji, in 
polimetinska, kjer je liho število ogljikov v konjugaciji. Strukture barvil so prikazane na 
Sliki 5. Druga klasifikacija barvil pa jih opredeljuje v štiri skupine: kationski cianini, 
anionski cianini, nevtralni merocianini in zwiterionski cianini. Primeri barvil po drugi 
klasifikaciji so prikazani na Slikah 6 – 9 (14). 
 







Slika 6: Cianin (Cy3); prirejeno po (14). 
 




Slika 8: Merocianin; prirejeno po (14). 
 
Slika 9: Zwiterionski cianin; prirejeno po 
(14). 
 
Cianini so sestavljeni iz dveh dušikovih jeder povezanih preko metinske ali 
polimetinske verige. Število metinskih skupin (―CH=) je pri cianinih liho. Sistem je v celoti 
konjugiran preko dvojnih vezi, kar privede do resonančnega mezomernega efekta (15). 
Struktura večine cianinov je okarakterizirana z dvema resonančnima oblikama, ki sta 
odgovorni za intenziteto barve cianinov, in tvorita delokalizirani pozitivni naboj preko 
celotne strukture barvila (16).  
Cianini so razdeljeni glede na število metinskih skupin v verigi med dvema 
obročnima sistemoma. Glede na strukturo jih delimo na: metinska cianinska barvila, 
apocianini, hemicianini, aza-hemicianin barvila ali aza-cianini, merocianini ter skvaril 




Cianinska barvila so vzbudila zanimanje predvsem zaradi njihove sposobnosti, da 
povečajo emulzijam srebrovih halidov svetlobno občutljivost v območju spektra, v katerem 
srebrov halid običajno ni občutljiv. Z uporabo polimetinskih cianinskih barvil so začeli že v 
drugi polovici 19. stoletja na področju fotografije in drugih območjih uporabe barvil (17). 
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Cianini so zelo uporabni, ker z dolžino metinske verige uravnavajo emisijo. Več kot 
je metinskih skupin, pri višjih valovnih dolžinah barvilo emitira. Primer teh barvil so sonde 
NIR. Bližnje-rdeča (NIR) organska barvila so postala pomembna v mnogih biomedicinskih 
aplikacijah, vključno z in vivo optičnim slikanjem. Primer je konjugacija fluorescenčnih 
barvil na specifične rakave tarčne ligande, kot so presnovni substrati, peptidi na celični 
površini, rastni faktorji, protitelesa in rakavo specifični površinski biomarkerji, kar ima visok 
potencial za vodeno fotodinamično terapijo raka z visokim tumoricidnim delovanjem preko 
citotoksične aktivnosti (18, 19). Barvila se uporabljajo tudi kot nosilci zdravilnih učinkovin 
za varno dostavo v kemoterapiji raka. Prednostni prevzem barvil v tumorsko celico in ne v 
normalno celico je sodelujoče posredovanje s prevladujočo aktivacijo skupine organskih 
anionskih transportnih polipeptidov na celičnih membranah rakavih celic, kot tudi tumorska 
hipoksija in povečanje mitohondrijskega membranskega potenciala v rakavih celicah (18).  
Na Slikah 10 in 11 so prikazi slikanja po aplikaciji polimetinskega barvila v miško, 
ki ima črevesni tumor. Aplikaciji 2 in 3 kažeta izboljšano tumorsko selektivnost, največjo 
pa ima aplikacija 3 (19). 
 
Slika 10: Aplikacija fluorforov v miško s črevesnim tumorjev. Aplikacija po 24h (1), 48h 
(2) in 72h (3); prirejeno po (19). 
Na Sliki 11 se je po aplikaciji polimetinskega barvila v miško s tumorjem izkazalo, 
da se ta barvila (5 - 7) bolje akumulirajo v tumorju in se manj porazdeljujejo v okoliško tkivo 
(19). 
 
Slika 11: Tumorsko označevanje s polimetinskimi barvili; prirejeno po (19). 
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Polimetinska barvila so primerna tudi za pripravo optično snemalnih medijev, 
njihova stabilnost na sončni svetlobi pa jim omogoča množično uporabo v tekstilni industriji 
(20). 
POLIMETINSKA BARVILA ODKRITA NA FFA 
 
Kolega Andraž Bevk je tekom svoje magistrske naloge izoliral pri reakciji sinteze 
tiazola stranski produkt, ki je fluoresciral. Produktu so kasneje določili spodnjo strukturo na 
Sliki 12. Glede na reakcijske pogoje so sklepali, da želeni produkt nastane, a pod kislimi 
pogoji nato naprej reagira z DMF. Izolirani fluorofor sodi med polimetinska barvila, a je 
netipičen, saj ga ne moremo uvrstiti v nobeno skupino, ki smo jih prej navedli. Še najbolj je 
podoben cianinom, a ni nabit oz. je kisel. Iz te strukture smo potem nadaljevali z našimi 
sintezami analogov (21). 
 
Slika 12: Stranski produkt sinteze tiazola, ki fluorescira; prirejeno po (21). 
Podoben tip spojin je bil opisan v članku (Petko et al.), a je njihova sinteza tam 
opisana z difluorokarbenom, poleg tega pa tudi ni omembe fluorescenčnih lastnosti, Slika 
13 (22). 
 





TEKOČINSKA KROMATOGRAFIJA ULTRA VISOKE LOČLJIVOSTI – 
UHPLC 
 
Želja po hitrejših analizah je raziskovalce pripeljala do razvoja tekočinske 
kromatografije ultra visoke ločljivosti - UHPLC. Pri UHPLC se uporabljajo krajše in ožje 
kolone in manjši pretoki, za razliko od tekočinske kromatografije visoke ločljivosti - HPLC 
(23). Za večjo učinkovitost metode se uporabljajo delci velikosti pod 2.5µm, zato so lahko 
kolone krajše, vendar je posledično tlak višji (24). Da bi zmanjšali učinek trenja, se za 
UHPLC navadno uporabljajo kolone z manjšim premerom (1 – 2.1 mm). Za povečanje 
občutljivosti so potrebni nizki volumni injiciranja z minimalnim navzkrižnim prenosom 
(»carry over«). Detektorske celice morajo imeti minimalno disperzijo, da se ohrani 
učinkovitost ločevanja. V primerjavi s sistemom HPLC je pri UHPLC občutljivost metode 
2 - 3 krat višja, glede na tehniko detekcije, ki se uporabi pri določevanju. Detekcijo signala 
se zaznava podobno kot pri HPLC z UV – VIS ali drugimi detektorji (23). 
Z uporabo sistema UHPLC je možno izkoristiti v celoti kromatografska načela, saj 
se pri ločevanju uporabljajo krajše kolone in/ali višji pretoki z boljšo resolucijo in 
občutljivostjo. Hitrejše ločevanje vodi do večje zmogljivosti in krajšanja časa izvedbe 
analize pri večjem številu vzorcev (23).  
UHPLC izboljša tri parametre tekočinske kromatografije: hitrost, ločljivost in 
občutljivost. Uporaba krajših kolon skrajša čas analize in zmanjša porabo topil (24, 25). 
KEMIJA MAJHNIH DELCEV 
 
Za dosego primerljive ločljivosti in kapacitete s HPLC, se pri UHPLC uporabljajo 
novi porozni delci, ki prenesejo visoke tlake. Delci na osnovi silikagela imajo dobro 
mehansko moč, ampak imajo veliko slabosti, kar je povezano z omejenim pH območjem in 
pojavom repov (»tailing«) pri bazičnih analitih. Prav tako kolone samo s polimernimi delci 
niso optimalne, kljub temu da prenesejo večje pH območje, pa vsebujejo nizko učinkovitost 
in omejeno kapaciteto. Zato so razvili kolone prve generacije, ki vsebujejo silikagelne in 
polimerne delce. Te kolone so mehansko močne, z visoko učinkovitostjo in širokim pH 
območjem. Da bi zagotovili izboljšanje mehanske stabilnosti potrebne za UHPLC, so razvili 
drugo generacijo kolon (25). Te kolone vsebujejo delce velikosti 1.7 μm, ki povečajo 
mehansko stabilnost s premreženjem metilnih skupin s silikagelskim matriksom (26). 
Učinkovitost kolone je obratno sorazmerna z velikostjo delcev, kar pomeni, če se zmanjšajo 
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delci, se poveča njena učinkovitost (24). Za zmanjšanje trenja se uporabljajo kolone 
manjšega premera (1 – 2.1 mm) (25). 
INSTRUMENT UHPLC 
 
1. INJICIRANJE VZORCEV: 
Priprava vzorcev pri UHPLC je kritičnega pomena. Za zaščito kolone pred 
ekstremnim nihanjem tlaka mora biti injiciranje vzorcev brez impulzov in minimalen mrtvi 
volumen naprave (28). Nizki volumni injiciranja z minimalnim navzkrižnim prenosom 
povečajo občutljivost metode (25). 
2. KOLONA: 
Ločevanje komponent vzorca zahteva premreženo fazo, ki zagotavlja ločljivost in 
selektivnost. Kolone se razlikujejo po svoji kemijski naravi, in sicer po hidrofobnosti, 
aktivnosti silanolnih skupin, hidrolitski stabilnosti in kemijskih interakcijah z analiti (27). 
Poleg tega UHPLC deluje z majhnimi delci v koloni, kar daje večjo gostoto in večjo 
odpornost mobilni fazi v koloni. To vodi k boljši ločljivosti, kar pa ima za posledico daljše 
retencijske čase. Da skrajšamo retencijski čas, deluje kolona pod zelo visokimi tlaki. 
Rezultat visokih tlakov in majhnih delcev je boljša ločljivost, ožji vrhovi in krajšanje 
retencijskih časov (29). 
3. ČRPALKA 
Idealna črpalka za UHPLC ima zmožnost kapacitete dovajanja topila pri tlaku okrog 
1.000 barov pri maksimalnem pretoku z maksimalno učinkovitostjo skozi 15-cm kolono, z 
velikostjo delcev 1.7 µm (24, 27). Naš sistem UHPLC vsebuje dve črpalki, z omejitvijo tlaka 
do 1.000 barov, in ima vgrajene ventile za zbiranje topil, ki omogočajo izbiranje primerne 
kombinacije štirih topil. Dvojni upravitelj topil uporablja dve individualni pretočni črpalki, 
ki vzporedno vzpostavlja dvojni gradient. Dvojni upravitelj topil je visokotlačna črpalka, ki 
potiska topilo skozi sistem in zagotavlja stalen pretok topil pri analitskem pretoku (25, 26). 
4. DETEKTOR 
Pri detekciji UHPLC se najpogosteje uporabljajo detektorji TUV (Tunable 
UltraViolet), ELS (Evaporative Light Scattering), PDA (Photo Diode Array) in FLR 
(Fluorescence) ali njihove kombinacije. Detektorji UV/VIS, ki vključujejo novo elektroniko 
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in programsko opremo, lahko podpirajo komunikacijo pri visokih hitrosti prenosa podatkov. 
Uporabljajo se za rutinsko analizo in razvoj metod, saj imajo zmožnost detekcije in določitve 
nečistot. Detektorske celice vsebujejo svetlobno usmerjene pretočne celice, ki so primerljive 
optičnim vlaknom. Svetloba se učinkovito prenese skozi pretočne celice, kjer še vedno 
vzdržuje dolžino poti 10 mm, s prostornino 500 mL. Cevke in povezave v sistemu so 
učinkovito usmerjene tako, da ohranijo nizko razpršenost in da izkoristijo popuščanje 
detektorja, ki je povezan s programsko opremo, s čimer lahko opozorijo uporabnika na 
morebitne težave (30). 
 
Slika 14: Shematski prikaz instrumenta UHPLC; prirejeno po (29). 
Primerjava tipičnega sistema HPLC in UHPLC. 
Lastnost HPLC UHPLC 
Velikost delcev <4 µm 1.7 µm 
Maksimalni tlak 35-40 MPa 103.5.MPa 
Analitska kolona Alltima C18 Acquity UPLC BEH C18 
Dimenzije kolone 150 x 3.2 mm 150 x 2.1 mm 
Volumen injiciranja 20 μL 3-5 μL 
Omejitev tlaka do 275 barov okrog 1000 barov 





Prednosti sistema UHPLC je, da se zmanjša čas analize in poveča občutljivost. 
Zagotavlja selektivnost, občutljivost in dinamičen razpon analize z LC. Ohranja ločljivost in 
omogoča večji obseg uporabe metod. Visoka separacijska moč UHPLC hitreje loči med 
sorodnimi in nesorodnimi spojinami. S krajšim časom se zmanjšajo stroški analize in poraba 
topil (30).  
Slabosti sistema UHPLC so višji povratni tlak, kar zmanjša življenjsko dobo kolone, 
povečanje temperature kolone zmanjša težave s povratnim tlakom pri sistemu UHPLC, 
vendar se na ta način lahko skrajša življenjska doba kolone. Poleg tega so delci, manjši od 2 





V okviru magistrske naloge bomo raziskali fluorofor, ki ga je v svoji magistrski 
nalogi opisal Andraž Bevk. Najprej bomo preverili ali fluorofor nastane preko vmesnega 
tiazola oz. ali lahko do istega produkta pridemo, če startamo reakcijo s tiazolom, Slika 15. 
 
Slika 15: Reakcijska shema nastanka fluorofora. 
Nadalje bomo preverili vpliv reakcijskih pogojev na potek reakcije, kot so 
temperatura, izbor kisline, topilo oz. vir aktivirane karbonilne skupine. Poleg tega želimo 
preveriti, kakšen tip 2-arilacetonitrilov lahko vstopa v reakcijo. Na Sliki 16 je predstavljena 
splošna reakcijska shema nastanka fluoroforov. 
 
Slika 16: Splošna reakcijska shema nastanka fluoroforov. 
V ta namen bomo razvili tudi metodo UHPLC za hitro določanje izkoristkov. Vsem 




MATERIALI IN METODE 
REAGENTI IN TOPILA 
Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge smo uporabili reagente in topila proizvajalcev 
Acros Organics, Alfa Aesar, Apollo Scientific, Fluka, Merck, Sigma-Aldrich in TCI. 
METODE 
Mešanje in segrevanje 
Pri izvedbi reakcij smo uporabljali metodo mešanja z magnetnim mešalom pri sobni 
temperaturi ter na vodni in peščeni kopeli. 
Ekstrakcija 
Pri čiščenju spojin smo uporabili lij ločnik za izvedbo ekstrakcije, kjer smo ločevali vodno 
in organsko fazo. 
Uparevanje topila pod znižanim tlakom 
Topila smo odstranjevali z rotavaporjem Rotavapor R-124 proizvajalca Büchi, pri čemer 
smo podtlak ustvarili z vodno črpalko. Temperatura vodne kopeli je bila nastavljena na 50 
°C. Podtlak smo nastavili po potrebi, glede na topilo, ki smo ga odstranjevali.  
Tankoplastna tekočinska kromatografija (TLC) 
S TLC smo preverjali potek reakcije, tako da smo vzorce nanesli na ploščo TLC in jih 
razvijali v različnih mobilnih fazah (MF), z različnim deležem organskih topil, ki so 
navedene pri posameznih sintezah spojin. Spojine smo detektirali pod UV- lučko z valovno 
dolžino 254 nm in 366 nm. Uporabljali smo plošče TLC proizvajalca Merck DC 
Fertigplatten Kieselgel 60 F254 z 0,20 mm debelim nanosom silikagela na aluminijastem 
nosilcu. 
Kolonska kromatografija 
Pri čiščenju spojin smo izvajali »flash« kolonsko kromatografijo, kjer smo uporabili steklene 
kolone različnih dimenzij. Uporabili smo različne MF, v različnih deležih topil, ki so 
navedene pri posameznih sintezah spojin. Za stacionarno fazo smo uporabili silikagel, 
proizvajalca Merck in velikostjo delcev 0,040 – 0,063 nm. 
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Določanje talilnega intervala 
S Kofflerejevim mikroskopom z ogrevalno mizico Leica smo določali talilni interval spojin. 
Tališča niso korigirana. 
Tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti (UHPLC) 
Za izvedbo analize za določitev optimalnih pogojev reakcij, smo uporabili sistem UHPLC 
Thermo Scientific DIONEX UltiMate 3000. MF smo pripravili pred samo analizo.  
Spektroskopija UV-VIS 
Za snemanje absorpcijskih spektrov spojin smo uporabili aparaturo UV-VIS 
spektrofotometer Varian 50 Conc (USA). 
Fluorescenčna spektroskopija 
Fluorescenčne spektre spojin smo posneli na fluorimetru PerkinElmer LS 55 (UK). 
IR-spektroskopija 
Spektre IR spojin smo posneli na spektrofotometru ThermoNicoletNexus 470 ESP FT-IR z 
uporabo tehnike oslabljene popolne odbojnosti (ATR). Spektre smo analizirali s programom 
Omnic E.S.P. 5.2. 
Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
Spektre 1H in 13C NMR smo posneli na spektrometru Bruker AVANCE III 400 pri 400 MHz 
(na Fakulteti za farmacijo). Vzorce smo raztopili v devteriranem dimetilsulfoksidu (DMSO-








V bučko, opremljeno z magnetnim mešalom, smo natehtali malononitril (1,980 g, 30 
mmol, 1 ekviv.) in ga raztopili v zmesi EtOH (20 mL) in ocetne kisline (2 mL). Nastali 
raztopini smo dodali 2-aminotiofenol (3,19 mL, 30 mmol, 1 ekviv.) in mešali pri sobni 
temperaturi 1 dan. Po približno treh urah se je že začel obarjati rumen produkt. Produkt smo 
filtrirali s presesavanjem. 
 
Opis: rumeni kristali 
Izkoristek: 86 % 
Mr = 174,22 
Tališče: 86,6 - 88,8 °C 
IR: CN (2250,0; 25,84) 







1.) V reaktor, opremljen z magnetnim mešalom, smo natehtali spojino 1 (523 mg, 3 
mmol, 1 ekviv.) in jo raztopili v DMF (5 mL). Nato smo dodali 4,0 M HBr v AcOH (2,196 
mL, 3 ekviv.). Reakcijsko zmes smo pustili mešati pri sobni temperaturi 5 dni, nato smo 
reakcijsko zmes zlili v čašo, ki je vsebovala 100 mL vodne raztopine NaHCO3 (1,6 g) in 50 
mL DCM. Organsko fazo smo spirali s 5× 50 mL H2O in 1× 50mL nasičeno raztopino NaCl. 
Organsko fazo smo nato sušili z Na2SO4 in odstranili topilo pod znižanim tlakom. 
2.) Po istem postopku smo izvedli reakcijo s H2SO4. Potek obeh reakcij smo po 
izolaciji preverili z analizo TLC, produkt smo zaznali z obsevanjem s svetlobo pri 366 nm 
(produkt fluorescira v zeleni barvi).  
Glede na opisano analizo je reakcija potekla do želenega produkta pri reakciji, kjer 
smo uporabili HBr, medtem ko smo v primeru H2SO4 zaznali le sledove produkta. 
Produkt smo nato prekristalizirali iz etilacetata. 
3.) Reakcijo s H2SO4 smo nato ponovili, pri čemer smo dimetilformamid zamenjali 
z drugimi reagenti oz. topilom. Spojino 1 (523 mg, 3 mmol, 1 ekviv.) smo raztopili v 
etilenglikol monoetil etru (15 mL) in dodali N,N-dimetilformamid dietilacetal (0,514 mL, 3 
mmol, 1 ekviv), v drugi reaktor pa trietilortoformat (0,499 mL, 3 mmol, 1 ekviv.). V obe 
reakcijski zmesi smo nato dodali H2SO4 (1,6 mL, 10 eq). Reakcijski zmesi smo segrevali na 
oljni kopeli 2 uri na 140 °C, nato pa počasi ohladili na sobno temperaturo. V nobenem 
reaktorju nismo zaznali produkta. Pod temi pogoji sinteze nismo nadaljevali. 
4.) Postopek smo ponovili s H2SO4, vendar pod drugimi pogoji. Spojino 1 (523 mg, 
3 mmol, 1 ekviv.) smo raztopili v DMF (15 mL). Nato smo dodali H2SO4 (1,6 mL, 30 mmol, 
10 ekviv.) in segrevali na 80 °C za dva dni. 
Reakcijsko zmes smo zlili v čašo, ki je vsebovala 100 mL vodne raztopine NaHCO3 
(5,850 g) in 50 mL DCM. Organsko fazo smo spirali s 5× 30 mL H2O in 1× 30mL nasičeno 
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raztopino NaCl. Organsko fazo smo nato sušili z Na2SO4 in odstranili topilo pod znižanim 
tlakom. 
Produkt smo prekristalizirali z MeOH in H2O. 
5.) Sintezo smo ponovili po postopku, opisanem pod prvo točko, vendar smo vse 
količine reagentov povečali enkrat. Spojino 1 (1046 mg, 6 mmol, 1 ekviv.) smo raztopili v 
DMF (10 mL) in dodali 4,0 M HBr v AcOH (4,392 mL, 36 mmol, 6 ekviv.). Reakcijsko 
zmes smo pustili mešati na 80 °C 1 dan. 
Ponovili smo enako ekstrakcijo produkta kot pri prvi sintezi spojine 2. Surov produkt 
smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF: DCM). 
Ponovili smo enak postopek sinteze, kjer smo pustili reakcijsko zmes (RZ) na sobni 










Opis: rumeni kristali 
Izkoristek: 30,5 % (H2SO4, 10 ekviv., DMF 15 mL), 77,7 % (1 mesec, sobna temperatura) 
Mr = 358,44 
Tališče: 270,0 – 273,9 °C 
Rf: 0,69 (MF: DCM/MeOH=50/1) 
IR: CN (2238,0; 17,11) 
Slika 18: TLC frakcije kolonske 
kromatografije (MF: 
DCM/MeOH=50/1). 
Slika 17: Zbrane frakcije kolonske 




ε = 24000 
𝐿
𝑚𝑜𝑙 𝑐𝑚
 (pri valovni dolžini 453 nm in topilu EtOH) 
Elementna sestava: C19H10N4S 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) 8.47 (s, 1H, =CH−), 7.90 – 7.88 (m, 2H, H-Ar), 
7.72 – 7.70 (m, 2H, H-Ar), 7.39 – 7.35 (m, 2H, H-Ar), 7.21 – 7.17 (m, 2H, H-Ar). 
13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) 168.0, 154.3, 140.1, 132.8, 126.0, 122.5, 121.4, 
120.0, 119.2, 76.9. 
HESI-HRMS: izračunano za C19H10N4S4 (M-H)- m/z = 357.0274, izmerjena vrednost: 
357.0276. 
 
Povzetek opravljenih reakcij: 
 
*v primeru uporabe topila DMF, je to tudi donor metinske skupine. 
Reakcijo smo vedno izvedli z: 
Poskus Topilo Kislina Pogoji Donor metinske skupine Reakcija 
poteče 
1 DMF HBr/AcOH ST, 5 dni DMF DA 
2 DMF H2SO4 ST, 5 dni DMF NE 
3 etilenglikol 
monoetil eter 





H2SO4 140 °C,  
2 uri 
trietilortoformat NE 
5 DMF H2SO4  80 °C,  
2 dni 
DMF DA 








V reaktor, opremljen z magnetnim mešalom, smo natehtali 2-cianotioacetamid (500 
mg, 5 mmol, 1 ekviv.) in ga raztopili v DCM (20 mL), nato smo dodali še fenacilklorid 
(771,87 mg, 5 mmol, 1 ekviv.) in Et3N (1,04 mL, 7,5 mmol, 1,5 ekviv.). Nastalo RZ smo 
mešali na 80 ⁰C dva dni. 
Reakcijsko zmes smo zlili v čašo s 50 mL DCM. Organsko fazo smo spirali s 3×50 
mL H2O, 2×30 mL 1 M HCl, 1×50 mL nasičene raztopine NaHCO3 in 1×50 mL nasičene 
raztopine NaCl. Organsko fazo smo nato sušili z Na2SO4 in odstranili topilo pod znižanim 
tlakom. 
 
Opis: črna oljna suspenzija 
Rf: 0,73 (MF: DCM/MeOH=50/1) 






1.) V reaktor, opremljen z magnetnim mešalom, smo natehtali 2-piridilacetonitril 
(326,96 µL, 3 mmol, 1 ekviv.) in ga raztopili v DMF (15 mL). Nato smo dodali 4,0 M HBr 
v AcOH (2,1 mL, 12 mmol, 4 ekviv.). RZ smo mešali pri sobni temperaturi 5 dni. 
Reakcijsko zmes smo zlili v 50 mL EtOAC in organsko fazo spirali s 5×40 mL H2O, 
1×40 mL NaHCO3 in jo nato sušili z Na2SO4 in uparili topilo pod znižanim tlakom. Produkt 
smo prekristalizirali iz etilacetata. 
2.) Ponovili smo enak postopek, vendar pod drugimi pogoji. RZ smo pustili mešati 
pri 70 ⁰C 1 dan, nato pa smo povišali temperaturo na 80 ⁰C za 5 dni.  
Reakcijsko zmes smo nato spirali s 5×30 mL H2O in 1×30 mL NaCl. Potek reakcije 
smo preverili z analizo TLC. Produkt smo detektirali z obsevanjem s svetlobo pri 366 nm. 
V obeh fazah, vodni in organski, je prisoten produkt, vendar intenzivneje fluorescira vodna 
faza, zato vodni fazi uparimo topilo in surov produkt iz vodne faze čistimo s kolonsko 
kromatografijo (MF: DCM, DCM/MeOH = 30/1 → 20/1). 
3.) V bučko, opremljeno z magnetnim mešalom, smo dali 2-piridilacetonitril (1,635 
mL, 15 mmol, 1 ekviv.), 4,0 M HBr v AcOH (11,5 mL, 60 mmol, 12 ekviv.) in raztopili v 
DMF (30 mL). RZ smo mešali na 60 ⁰C 5 dni. 
Po petih dneh je sledilo uparevanje topila pod znižanim tlakom, nato smo suhi zmesi 
dodali 50 mL vode in spirali s 5× 50 mL etilacetatom. Produkt se je porazdeljeval v vodno 
fazo. Po uparevanju topila pod znižanim tlakom smo naredili analizo TLC, a nismo zaznali 
želenega produkta. 
4.) Nastavili smo enako reakcijo, kot je opisana pod točko 3, s tem da smo spremenili 
reakcijske pogoje. RZ smo mešali na 85 ⁰C 2 dni. 
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Po dveh dneh je sledilo uparevanje topila pod znižanim tlakom. Nato smo zaostanek 
spirali s 3× 30 mL dietiletra. Nastali produkt se ni porazdeljeval v dietileter, zato smo le-
tega odlili stran. Produkt smo nato čistili s kolonsko kromatografijo, z MF (DCM/MeOH = 
20/1 → 10/1). Posebej smo združili frakcije, kjer so po analizi TLC z obsevanjem pod 
svetlobo pri 366 nm bile najmočneje opazne lise (fluorescira zelene barve). Tem frakcijam 
smo uparili topilo pod znižanim tlakom, nato smo produktu dodali toluen, da smo naredili 
azeotropno zmes in tako odstranili še slabo hlapna topila. Nastali produkt smo ponovno 














Opis: rumeno-oranžni kristali 
Izkoristek: 75,8 % (postopek 2); 51,7 % (postopek 4) 
Rf: 0,4 (MF: DCM/MeOH = 10/1) 
Mr = 246,27  
Tališče: 268,5 – 271,2 °C 
Slika 19: TLC frakcije kolonske kromatografije spojine 7 (MF: 
DCM/MeOH = 10/1). 
Slika 20: Čist produkt spojine 4 pod svetlobo z 
valovno dolžino 366 nm. 
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IR: CN (2166,0; 11,04) 
ε = 4380 
𝐿
𝑚𝑜𝑙 𝑐𝑚
 pri valovni dolžini 468 nm in topilu EtOH 
Elementna sestava: C15H10N4 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) 8.92 (s, 1H, =CH−), 8.26 – 8.24 (m, 2H, H-Ar), 
7.50 – 7.46 (m, 2H, H-Ar), 7.07 – 7.05 (m, 2H, H-Ar), 6.73 – 6.70 (m, 2H, H-Ar). 
13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) 177.9, 157.5, 148.5, 139.7, 136.1, 122.0, 115.8, 
115.8, 77.2. 








Spojina 5 je nastala kot stranski produkt pri sintezi tiazola, ki je bil sintetiziran v 
okviru magistrske naloge Andraža Bevka na Fakulteti za farmacijo. 
Sintezo spojine 5 smo ponovili po opisanem postopku in surov produkt čistili s 
kolonsko kromatografijo. Za MF smo najprej izbrali gradient DCM/MeOH = 1/0 → 50/1. 
Po analizi TLC smo produkt detektirali z obsevanjem s svetlobo pri 366 nm, a so še vedno 
bile prisotne nečistote. Zato smo ponovili kolonsko kromatografijo z drugo MF: 
EtOAc/Heksan → 1/1. Čistemu produktu smo uparili topilo pod znižanim tlakom. 
 
Mr = 286,37 
Rf: 0,1 (MF: DCM/MeOH = 50/1) 
Tališče: 137,5 – 140,2 °C 
IR: CN (2197,0; 26,39) 
ε = 14000 
𝐿
𝑚𝑜𝑙 𝑐𝑚
 pri valovni dolžini 451 nm in topilu EtOH 




Poskus sinteze 2-(1H-indol-3-il)-4-(3H-indol-3-ildien)pent-2-endinitril 
 
V reaktor, opremljen z magnetnim mešalom, smo natehtali (1H-indol-3-il)acetonitril 
(468,5 mg, 3 mmol, 1 ekviv.) in ga raztopili v DMF (15 mL) in nato dodali 4,0 M HBr v 
AcOH (2,3 mL, 12 mmol, 4 ekviv.). RZ smo pustili mešati na 70 °C 1 dan, nato pa povišali 
temperaturo na 80 °C za 1 dan. 
RZ smo uparili topilo pod znižanim tlakom. Produkt smo nato raztopili v vodi in 
spirali vodno fazo s 3× 20 mL EtOAc in 1× 20 mL dietiletrom. Vodni fazi smo dodali NaCl, 
nato smo dolili EtOAc in po 2 minutah dodali še 3 kapljice 1 M HCl. Organski fazi smo 







V reaktor, opremljen z magnetnim mešalom, smo natehtali spojino 3 (775 mg, 3,875 
mmol, 1 ekviv.), dodali 2 M HCl v etru/dioksanu (5,81 µL, 11,625 mmol, 3 ekviv.) in DMF 
(15 mL). RZ smo pustili mešati na 80 °C 5 dni. 
RZ smo zlili v 50 mL DCM, nato pa organsko 
fazo spirali s 5× 30 mL H2O in 1× 30 mL nasičeno 
NaCl. Topilo smo uparili pod znižanim tlakom. Po 
analizi TLC smo opazili, da je v zmesi še veliko drugih 
nečistot, zato smo čistili produkt s kolonsko 
kromatografijo. Za nanos na kolono smo naredili suhi 
nanos. MF kolone je bila EtOAc/Hex = 1/6 → 1/2. 
Zbrali smo frakcije 1 – 11 in 12 – 17. V teh frakcijah 
smo uparili topilo pod znižanim tlakom. V frakcijah 12 
- 17 se je začel obarjati produkt, nastali so oranžni 
kristali. RZ frakcij 1– 11 smo ponovno čistili s 
kolonsko kromatografijo. MF kolone je bila Hex/DCM 
= 2/3. Po analizi TLC z obsevanjem pod svetlobo pri 
366 nm smo naredili primerjavo frakcij s čistim 
produktom in izoborjenimi kristali, kjer smo opazili, da 
je v obeh primerih čisti produkt. 
 
Opis: oranžni kristali 
Rf: 0,7 (MF: Hex/DCM = 1/4) 
Mr = 410,51  
Slika 21: Levo – čiščenje 
produkta s kolonsko 
kromatografijo. Desno – TLC 
primerjava izoborjenih kristalov 
po prvi koloni in čistih frakcij po 




Tališče: 185,0 – 187,7 °C 
IR: CN (2215,0; 20,00) 
ε = 17300 
𝐿
𝑚𝑜𝑙 𝑐𝑚
 pri valovni dolžini nm in topilu EtOH 
Elementna sestava: C23H14N4S2 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 8.10 – 7.28 (m, 12H, H-Ar, =CH−), 4.68 – 4.64 (m, 
2H, H-Ar, NH). 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) 8.75 – 7.36 (m, 14H, H-Ar, =CH−, NH). 








V reaktor, opremljen z magnetnim mešalom, smo natehtali 2-(4-metil-1,3-tiazol-2-
il)acetonitril ( 61,6 mg, 0,442 mmol, 1 ekviv.), dodali benzoil klorid (25,6 µL, 0,221 mmol, 
0,5 ekviv.) in 2 M HCl v etru/dioksanu (0,221 mL, 1 ekviv.). Vse reaktante smo raztopili v 
1-metil-2-pirolidon (1 mL) in pustili mešati na 70 °C 1 dan.  
Po analizi TLC z obsevanjem s svetlobo pri 366 nm organske in vodne faze smo 
opazili rahlo fluorescenco v vodni fazi, vendar je bilo prisotne še veliko izhodne spojine. Na 







V reaktor, opremljen z magnetnim mešalom, smo natehtali spojino 1 ( 1,039 g, 5,964 
mmol, 1 ekviv.) in dodali oktanoil klorid (510,6 µL, 2,982 mmol, 0,5 ekviv.) ter 2 M HCl v 
etru/dioksanu (2,982 mL, 1 ekviv.). Reaktante smo raztopili v 1-metil-2-pirolidonu (6 mL) 
in mešali pri 70 °C 1 dan. 
Po enem dnevu smo naredili analizo TLC z obsevanjem s svetlobo pri 366 nm vodne 








V reaktor, opremljen z magnetnim mešalom, smo natehtali (2-
benzimidazolil)acetonitril (471,51 mg, 3 mmol, 1 ekviv.), dodali 4 N HCl ( 2,25 mL, 4 
ekviv.) in raztopili v DMF (10 mL). RZ smo mešali na 80 °C 1 dan. 
Po enem dnevu smo postavili reaktor iz vodne kopeli in pustili v mirovanju 2 uri. 
Opazili smo, da je prišlo do obarjanja produkta, nastala je rumeno - oranžna oborina (oborina 
1). Nastalo oborino in raztopino smo previdno ločili. Raztopino s produktom smo filtrirali s 
presesavanjem in naredili analizo TLC z obsevanjem s svetlobo pri 366 nm. Opazili smo, da 
je v naši matičnici ostalo še nekaj produkta, zato smo del topila uparili pod znižanim tlakom 
in izolirali nastalo oborino (oborina 2). 
 
Opis: rumeni kristali 
Izkoristek: 79,4 % 
Rf: 0,63 (MF: DCM/MeOH + CH3COOH= 10/1) 
Mr = 324,11  
Tališče: 316,2 – 318,9 °C 
IR: CN (2232,0; 12,81 oborina1; 2198,0; 6,069 oborina2) 
ε = 15000 
𝐿
𝑚𝑜𝑙 𝑐𝑚
 pri valovni dolžini 327 nm in topilu EtOH 
Elementna sestava: C28H19N9 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) 8.83 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-Ar), 8.43 (s, 1H, =CH−), 
7.69 – 7.67 (m, 1H, H-Ar), 7.55 – 7.53 (m, 2H, H-Ar), 7.43 – 7.40 (m, 1H, H-Ar), 7.27 – 
7.23 (m, 1H, H-Ar), 7.18 – 7.14 (m, 2H, H-Ar).  
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13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) 152.6, 151.7, 144.8, 135.8, 130.6, 124.5, 121.5, 
119.8, 119.6, 117.2, 116.1, 93.4, 75.7. 




DOLOČANJE VPLIVA RAZLIČNIH REAKCIJSKIH POGOJEV NA 
IZKORISTEK REAKCIJE Z METODO UHPLC 
Za analizo vpliva različnih reakcijskih pogojev na izkoristek reakcije smo za vsako 
spojino posebej razvili ustrezno metodo UHPLC. Potek dela je bil ne glede na spojino, ki 
smo jo analizirali, sledeč: 
- Iskanje ustreznih pogojev za pripravo standarda (glavna težava je bila slaba topnost). 
- Iskanje ustreznih pogojev kromatografske ločbe, t. j. iskanje ustrezne mobilne faze 
in gradienta ter valovnih dolžin za detekcijo analita. 
- Priprava umeritvene krivulje in določanje izkoristkov reakcij. 
 
PRIPRAVA VZORCA IN ISKANJE USTREZNIH KROMATOGRAFSKIH 
POGOJEV 
Z metodo UHPLC smo želeli določiti izkoristke različnim reakcijam pod različnimi 
pogoji. Vse reakcije smo izvajali v reaktorjih, opremljenimi z magnetnimi mešali. Pri 
analizah z UHPLC smo uporabili kolono Acquity UPLC® HSS C18, 2.1 × 50 mm, 1.8µm. 
1) Najprej smo pripravili vzorce, kjer smo iskali ustrezno kombinacijo topil za 
raztapljanje spojine 2. Spojina je slabo topna, zato smo poskušali različne kombinacije topil. 
Poskusili smo z zmesjo 0,05 M NaOH/MeOH = 1/1, vendar se spojina ni raztopila. Nato 
smo poskusili z zmesjo 0,1 M KOH/DMSO = 1/1 oz. 1/2, kjer je še ostalo nekaj vidnih 
delcev. V prisotnosti močne baze so se raztopine obarvale oranžno. Pri prvih analizah 
UHPLC smo uporabili sledečo kombinacijo topil: 5 % 0,1 M KOH v DMSO. KOH smo 
izbrali, ker je bolj topen v organskih topilih kot NaOH. Spojina 2 se je povsem raztopila v 
bazičnih pogojih, a smo kasneje pri UHPLC opazili negativen vpliv na stabilnost. Baza 
namreč katalizira adicijo vode na nitrile, sledi pa hidroliza nastalega karboksamida do 
karboksilne kisline. Poleg tega pri reverzno-fazni kromatografiji uporabljamo kisle ali 
nevtralne pogoje in bi se lahko spojina ob spremembi pH oborila v mobilni fazi.  
 




Zaradi opisanih težav s spojino 2, smo uporabili spojino 5, ki se je v topilu DMSO 
dobro raztopila, zato smo za nadaljnje analize uporabili samo DMSO kot topilo za pripravo 
osnovnih raztopin. Tako pripravljeno raztopino smo potem za nanos na sistem UHPLC še 
nadalje redčili, tako da smo odpipetirali 100 µL pripravljene raztopine, dodali 500 µL 
ACN in 400 µL H2O. 
2) Nato je sledilo iskanje pogojev ločbe, predvsem gradienta in ugotavljanje 
ustrezne valovne dolžine detekcije na podlagi absorpcijskih spektrov, ki smo jih posneli, 
tako da imamo maksimalno občutljivost in specifičnost. 
Metoda 1: kot mobilno fazo smo uporabili vodo (A) in acetonitril (B), ki smo jima 
dodali 0,1 % HCOOH. Uporabili smo sledeč gradient: 20 % A do 95 % A v 7,5 min pri 
pretoku 0,3 mL/min. Za detekcijo smo uporabili detektor z nizom elektrod (DAD), ker 
absorpcijskih spektrov spojin nismo poznali.  
Pri teh kromatografskih pogojih so bili signali za spojino 2 zelo široki, sklepali smo, 
da se spojina 2 nahaja v ravnotežju med ionizirano in neionizirano obliko, zato smo pri 
nadaljnjih analizah uporabili TFA, ki je močnejša kislina kot HCOOH. 
 
Slika 23: Predvideno ravnotežje med ionizirano in neionizirano obliko spojine 2. 
Prav tako signali v kromatogramu spojine 5 niso bili idealni, poleg tega pa se je 
izkazalo, da standard ni povsem čist, zato smo ga še enkrat čistili s kolonsko kromatografijo.  
Metoda 2: Komponenta A je bila sestavljena iz 99 delov H2O, 1 dela ACN in 0,1 dela 
TFA in komponenta B pa iz 99 delov ACN, 1 dela H2O in 0,1 dela TFA. Spremenili smo 
tudi metodo, in sicer gradientna ločba, ki traja 10,5 min, od 5 – 95 % MF B, pri pretoku 0,3 
mL/min. Za detekcijo smo uporabili detektor DAD. 
Mobilna faza in gradient sta se izkazala primerna za ločevanje spojine 2 in 5, pri 
čemer spojina 2 najbolje absorbira pri 418 nm in spojina 5 pri 408 nm. Pri vseh nadaljnjih 
eksperimentih smo za detekcijo uporabili omenjeni valovni dolžini. Na tem mestu smo 
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preverili vzorce spojine 2, ki smo jih pripravili z raztopino KOH. Po enem dnevu praktično 
nismo več zaznali spojine 2 v vzorcih, kar priča o nestabilnosti spojine 2 v bazičnih pogojih.  
UGOTAVLJANJE VPLIVA RAZLIČNIH KISLIN NA IZKORISTEK REAKCIJ 
Cilj naše naloge je bil, da ugotovimo optimalne pogoje za čim boljši izkoristek 
reakcije za različne spojine fluoroforov. Tako smo preizkušali različne reakcijske pogoje, 
kot so vpliv različnih kislin in temperature. 
Naredili smo analizo s spojino 5 pri različnih reakcijskih pogojih, tako da smo 
spreminjali kislino, ki vstopa v reakcijo, kar je prikazano v Preglednici I. 
Preglednica I: Priprava raztopin za ugotavljanje vpliva različnih kislin na izkoristek 
reakcije. 
 
V reaktorje, opremljene z magnetnim mešalom, smo 
natehtali približno natančno 40 mg izhodne spojine (IS) 2-(4-
metil-1,3-tiazol-2-il) acetonitrila in dodali v vsak reaktor 1 mL 
DMF, nato pa v vsak reaktor še 3 ekviv. kisline in segrevali 
en dan na peščeni kopeli pri 60 °C. 
Poskus smo lahko opravili samo enkrat, ker smo bili 
omejeni z IS, ki smo je imeli samo 1 g. Prav tako je masa IS 
variirala, ni bila natančna, saj je IS zelo viskozna in je ostajala na tipsu pri pipetiranju. 
Rešitev bi bila, da bi pripravili osnovno raztopino, kjer bi IS raztopili v topilu (DMF) in bi 
se s tem izognili variaciji mas in bi tako tudi dobili natančno koncentracijo vzorca. RZ smo 
segrevali na peščeni kopeli, ker smo bili omejeni z razpoložljivimi oljnimi kopelmi. 
Nato je sledila analiza RZ iz reaktorjev. Iz vsakega reaktorja smo odpipetirali 50 µL 













[g/mol] m [mg] % gostota V [uL] 
A 58,20 0,42 120,61 DMF 1,00 
HBr (40% v 
AcOH) 1,26 80,92 102,24 0,40 1,40 182,57 
B 77,30 0,56 160,19 DMF 1,00 HCl 1,68 36,50 61,25 
  
0,84 
C 40,10 0,29 83,10 DMF 1,00 H2SO4 (96%) 0,87 98,00 85,31 0,96 1,84 48,30 
D 37,20 0,27 77,09 DMF 1,00 H3PO4 0,81 98,00 79,14 1,00 1,88 42,10 
E 52,00 0,38 107,76 DMF 1,00 TFA 1,13 114,02 128,71 1,00 1,54 83,85 
F 37,50 0,27 77,71 DMF 1,00 
Metansulfon-
ska kislina 0,81 96,11 78,24 1,00 1,48 52,87 




epico in dopolnili do 1400 µL z mešanico voda/ACN/TFA = 50/50/0,1. Nato smo to 
raztopino filtrirali in napolnili v vialo ter dali na analizo na sistem UHPLC. Pripravili smo 
še osnovno raztopino (OR), s katero smo naredili umeritveno krivuljo. Natehtali smo 1,60 
mg spojine 5 in raztopili v 0,80 mL MeOH, nato smo 4× redčili z MeOH do koncentracije 
0,5 mg/mL (OR). Rezultati so podani v Preglednici II. 
Preglednica II: Vpliv različnih kislin na izkoristke reakcij. 
 
Iz različnih koncentracij OR smo pripravili umeritveno krivuljo in zapisali enačbo 
premice. S pomočjo te enačbe smo izračunali koncentracijo produkta v reaktorjih. Iz 
Preglednice II lahko razberemo, da je bil najboljši izkoristek pri reaktorju, kjer je reakcija 
potekala z 1 M HCl. Zato smo se odločili, da bomo nadaljnje analize nadaljevali s to kislino. 
  
Umeritvena 
krivulja Reakcijske zmesi v reaktorjih 






















4,0 M HBr v 
AcOH 7,893 0,015 17,756 16,341 1214 53 0,73739 17,904 120,61 14,84 15 
0,01 3,609 HCl 1N 26,271 0,049 17,952 16,636 1115 47 2,45432 54,731 160,19 34,17 34 
0,02 9,334 H2SO4 (96 %) 2,018 0,004 17,746 16,433 1112 53 0,18853 4,193 83,1 5,05 5 
0,03 15,67 H3PO4 0,023 0,000043 17,803 16,566 1036 51 0,00215 0,045 77,09 0,06 
< 
1 





kislina 0,879 0,0016 17,581 16,32 1060 50 0,08212 1,741 77,71 2,24 2 
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Enačba premice: iz umeritvene krivulje 
 
Masa raztopine:𝑚(𝑝𝑜𝑙𝑛𝑖 𝑟𝑒𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟) − 𝑚(𝑝𝑟𝑎𝑧𝑛𝑖 𝑟𝑒𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟) = 𝑚(𝑟𝑎𝑧𝑡𝑜𝑝𝑖𝑛𝑒) 












UGOTAVLJANJE VPLIVA TEMPERATURE NA IZKORISTEK REAKCIJ 
Preglednica III: Vpliv temperature na izkoristek reakcij pri spojini 5. 
 
Glede na dobljene izkoristke v Preglednici III vidimo, da povišana temperatura ter 
večje število ekvivalentov kisline bistveno ne vpliva na boljši izkoristek reakcije. Pri 
reaktorju C ne nastane skoraj nič produkta, iz česar sklepamo, da je za to reakcijo potrebna 
višja temperatura. Prav tako tudi pri reaktorju E ne nastane skoraj nič našega produkta. 
Analizo z UHPLC smo opravili tudi s spojinama 4 in 7. Raztopine za analizo z 
UHPLC smo pripravili po enakem postopku kot za spojino 5.  
Pri spojini 4 smo razvili novo metodo. Metoda 4: gradientna ločba, ki traja 10,5 min, 

























B 80 °C 17,718 16,637 1081 46 10,933 0,020 1,0214 24,0028 107,96 22 
C RT 17,903 16,431 1472 32 0,347 0,001 0,0324 1,4912 126,29 1 
D 60 °C  
6 ekviv. 
HCl 
17,797 16,564 1233 43 9,156 0,017 0,8554 24,5276 113,98 22 
E 




































reaktor g m RZ g 
m zatehte 
mg AUC konc 








Spojina 4 91,92 76,502 15,418 52 0,931 0,0052 0,2592 76,8532 738 10 
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Kromatogrami analize UHPLC spojine 4: 
Kromatogram slepe raztopine 
 
Kromatogram raztopine s konc. 0,005 mg/mL 
 





Kromatogram raztopine s konc. 0,02 mg/mL 
 
Kromatogram raztopine s konc. 0,03 mg/mL
 





Kromatogram reakcijske zmesi 
 
Pri spojini 7 smo uporabili metodo 5: gradientna ločba, ki traja 10,5 min, od 5 – 95 % MF 
B, pri pretoku 0,3 mL/min, pri absorpcijskem maksimumu 462 nm. 
 
ABSORPCIJSKI IN EMISIJSKI SPEKTRI PRIPRAVLJENIH 
FLUOROFOROV 
Vsem spojinam smo pomerili tudi absorbanco in fluorescenco. Raztopine za meritev 
absrobance in fluorescence smo pripravili na sledeči način: 
Natehtali smo približno natančno 1 gram spojine. Nato smo natehtano maso delili z 
njeno molsko maso, da smo dobili volumen topila (DMSO), v katerem smo spojino raztopili. 
S tem smo dobili koncentracijo 10-3 M (konc. 1). Nato smo redčili najprej 10×, do konc. 10-
4 M (konc. 2), to raztopino pa ponovno še 10×, do konc. 10-5 M (konc. 3). Z raztopino s konc. 
3 smo nato pomerili absorbanco spojin. Za meritve fluorescence smo konc. 3 redčili še 20×, 






rekator g m RZ g 
m 
zatehte 
mg AUC konc. 













Slika 25: Normaliziran absorpcijski spekter (rdeč graf) in normaliziran spekter emisije 
(moder graf) za spojino 2. 
 
Slika 26: Normaliziran absorpcijski spekter (rdeč graf) in normaliziran spekter emisije 
(moder graf) za spojino 4. 
 
Slika 27: Normaliziran absorpcijski spekter (rdeč graf) in normaliziran spekter emisije 




Slika 28: Normaliziran absorpcijski spekter (rdeč graf) in normaliziran spekter emisije 
(moder graf) za spojino 7. 
 
Slika 29: Normaliziran absorpcijski spekter (rdeč graf) in normaliziran spekter emisije 





Iz naših rezultatov je moč sklepati o vplivu heteroaromatskega sistema, ki je vezan 
na metilensko skupino, saj je reakcija vodila do želenih produktov le v primeru, ko je dušik 
v heteroaromatskem sistemu piridinskega tipa, kjer je na dušiku sp2 hibridizacija. Nasprotno 
reakcija ni potekla, ko je bil prisoten heteroaromat pirolnega tipa. 
 
Slika 30: Primer dušika piridinskega tipa (A), pirolnega tipa (B) in splošna struktura, ki je 
pogoj za ugoden potek reakcije. 
Vpliv na potek reakcije smo ugotavljali z različnimi heteroaromati. Velik vpliv na 
izkoristek ima topnost produkta v reakcijski zmesi, saj so bili izkoristki občutno večji, če 
se je produkt začel obarjati. 
V nalogi smo tudi raziskali, kakšen je vpliv kisline na potek reakcije. Preskusili smo 
različne kisline: 4,0 M HBr v AcOH, H2SO4 (96 %), 2 M HCl, H3PO4, TFA in 
metansulfonsko kislino. Iz izvedenih poskusov smo ugotovili, da smo dobili največji 
izkoristek z 2 M HCl (34 %), sledila pa je 4,0 M HBr v AcOH (15 %). Največ reakcij smo 
izvedli s HCl, 4 ekviv., vendar bi bilo v prihodnje mogoče število ekvivalentov kisline tudi 
optimizirati. 
Za vpliv topila se je izkazalo, da je DMF nujen za nastanek fluorofora. 
Predvidevanja, da smo metinski C atom dobili od DMF, smo potrdili z reakcijo, kjer smo 
uporabili devteriran DMF. Analiza z NMR je nato potrdila predvidevanja, saj nismo zaznali 





Slika 31:Zgoraj je spekter 1H-NMR spojine 2, kjer smo uporabili devteriran DMF in spodaj 
spekter spojine, kjer DMF ni bil devteriran. 
Reakcija ni potekla oz. želenega produkta nismo zaznali, če smo namesto DMF 
uporabili druge reagente, med njimi tudi takšne z aktivirano karbonilno skupino. 
Na sam potek reakcije je vplivala tudi temperatura. Ugotovili smo, da pri sobni 
temperaturi reakcije zelo počasi potekajo, izjema je bila poskus pri sintezi spojine 2, kjer 
smo RZ pustili na sobni temperaturi en mesec. V tem času se je izoboril čisti produkt, ki smo 
ga suspendirali v MeOH in filtrirali s presesavanjem. V tem primeru je nastal zelo visok 
izkoristek, približno 80 %. Izvedli smo še reakcije pri različnih temperaturnih pogojih, 60 
°C in 80 °C. Ugotovili smo, da je najbolj optimalna temperatura pri 60 °C, v nekaterih 
primerih tudi 80 °C, vendar večjega vpliva na izkoristek reakcije višja temperatura ni imela. 
V okviru naloge smo preverjali optimalne reakcijske pogoje reakcije ter nato njihove 
izkoristke s pomočjo sistema UHPLC. Pri pripravi vzorcev za nanos v sistem UHPLC smo 
imeli veliko izzivov, saj smo imeli velike težave s topnostjo spojin. Zato smo pri pripravi 
vzorcev uporabili topila, ki niso najbolj primerna za sistem UHPLC. Spojine smo raztapljali 
v DMSO in DMF, a tudi tu nismo povsem prepričani, da so se standardi popolnoma raztopili, 
kar bi lahko bil vzrok za slabšo linearnost umeritvenih krivulj.  
V nekaterih primerih smo imeli težave s čistoto standarda, kar smo opazili iz analiz 
UHPLC in izpisa kromatogramov. Čistoto standarda smo potrdili z analizo z NMR. 
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Glede na normalizirane absorpcijske spektre in normalizirane spektre emisije vidimo, 
da spojine emitirajo v območju zelene barve (495 – 570 nm). Iz grafov spektrov vidimo, da 
so spektri emisij in spektri absorbance simetrični. Večina emisijskih spektrov kaže zrcalnost 
eksitacijskega spektra, vendar pa spojini 7 in 10 izstopata, saj ni opazne simetrije spektrov. 
Pri spojini 10 še opazimo, da emitira zelo nizko, že v območju modre svetlobe (450 – 495 
nm). 
Vsem spojinam smo izračunali Stokesov premik, kar je prikazano v preglednici IV. 
Spojini 7 in 10 sta zanimivi v smislu Stokesovega premika, saj je ta zelo velik, približno 100 
nm.  
Preglednica IV: Stokesov premik za izolirane fluorofore. 











Za izdelavo naše magistrske naloge smo sintetizirali več fluoroforov, ki spadajo v 
družino cianinov. Namen našega dela je bil raziskati, kateri pogoji oz. reagenti so potrebni, 
da nastane ustrezen fluorofor, in pod katerimi pogoji dobimo največje izkoristke. Ugotovili 
smo, da je za nastanek fluorofora cianinskega tipa pomembna kislina, kot najprimernejša se 
je obnesla 2,0 M HCl. Kot donor metinske skupine je potreben DMF, ki služi tudi kot topilo 
in omogoči, da se povežeta dve molekuli heteroaromata, ki vsebuje dušik piridinskega tipa. 
Na potek reakcije ima velik vpliv tudi temperatura; optimalna temperatura za potek reakcije 
je 60 °C. Ugotovili smo, da povišanje temperature nima večjega vpliva na sam izkoristek 
reakcije. 
Vsem končnim spojinam smo tudi izmerili absorpcijski ter emisijski spekter, kjer 
smo opazili, da spojine večinoma fluorescirajo v območju zelene barve. 
Poleg izvedenih sintez bi se v prihodnje dalo tudi bolj optimizirati reakcijske pogoje, 
določiti natančnejšo temperaturo in čas, ki sta potrebna, da nastane željen produkt. Prav tako 
bi lahko optimizirali razmerje med heteroaromatom in kislino za nastanek želenega 
fluorofora. Sama naloga pa lahko služi kot orientacija za prihodnje raziskovanje novih 
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